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要旨 
 漢方製剤や健康食品の原料である生薬の約 90％は海外からの輸入に依存している。このため産地や採取時期に
よる品質の不均一性が大きいので，品質管理は不可欠である。そこで生薬成分に対するモノクローナル抗体（MAb）
の作製に取り組み，大黄やセンナの sennoside A 1) 及び B 2)，薬用人参の ginsenoside Re 3)，芍薬の paeoniflorin 
4)，附子の aconitine 5)，黄芩の baicalin 6) 等に対する MAbを作製し，高感度の競合的エライザ法（Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay, ELISA）を確立してきた 7-9)。またイースタンブロッティングと命名した抗体染色法を確立
し，さらに定量分析を可能とする新イースタンブロッティングも開発した 10－19）。さらにイムノクロマトグラフ法
を利用した簡易分析キットも作製した 20)。一方で，Sennoside A に対する小型化抗体（single-chain variable 
fragment, scFv）遺伝子をクローニングし，scFv遺伝子をホスト植物であるセンナへ導入し sennoside A含量を
上昇させることにも成功した。本講演では，sennoside A及び Bに対する MAbの作製とその応用研究，新イースタ
ンブロッティングの開発について紹介する。 
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（１）Sennoside A 及び B に対するモノクローナル抗体の作製と応用研究  
 大黄は種々の anthraquinone類や phenol化合物を含有するが，薬理効果の面から見ると sennoside A及
び B が重要であり，アラビア系の生薬で下剤として使用されるセンナ葉の成分と同一のものである。また，
大黄は，駆瘀血，瀉下，消炎，抗菌などを目的として漢方薬に配合されている。一方，センナは漢方薬に用
いられることはないが，緩下剤のプルゼニド錠等の医薬品原料として汎用されている。以上の通り多くの大
黄やセンナが消費され，これに伴って膨大なサンプル中の sennoside含量を分析する必要があるので，分析
感度と分析精度の改善，分析時間の短縮，前処理（濃縮，分離，精製等）を必要としない簡便法，HPLC で
分析する際のメタノールやアセトニトリル等の有機溶媒を必要としない環境保全等を目的に sennoside A及
び Bそれぞれに対する特異的な MAbを作製した。図１は sennoside A及び Bの検量線である。Sennoside A
においては，20～200 ng/ml の間で，sennoside B においては，0.5～20 ng/ml の間で信頼性のおける分析
が可能で，感度は概ね HPLC の数千倍程度である。MAb で重要なことは多数の成分の中においてターゲット
とする成分のみを簡便に分析出来る機能を持っていることである。交差反応性を調べた結果，sennoside以
外の成分とは親和性がなく，従って選択性の高い分析が可能なことが明らかとなった（表１）。次に実際の
サンプル中の sennoside A及び Bの定量を行い，その信頼性を調べたところほとんど５％以内の誤差に収ま
り極めて精度の高い分析方法であることが検証できた。  
    表１  抗体の交差反応性  
                                           
 
 
 
 
 
 
図１ 競合的 ELISAによる Sennoside A 及び B の検量線  
ノーザン（RNA），サザン（DNA），ウエスタン（タンパク）に次いで 4番目の染色法としてイースタンブロ
ッティングと命名したので紹介する。大黄やセンナのサンプルを通常の TLCを用いて溶媒系で展開し，硫酸
等で発色すると全ての化合物が発色するのでスタンダード無くしては sennoside A及び Bを特定することは
不可能に近い。本法では TLCで成分を展開し，化合物全てを TLCから PVDF膜に転写し，膜を EDCで処理し，
Compound
 Anthraquinone
sennoside A
sennoside B
emodin
aloe-emodin
barbaloin
1,4-dihydroxy-anthraquinone
rhein
 Stilbene
rhaponticin
caffeic acid
homogentisic acid
 Phenolic acid
gallic acid
vanillic acid
100
2.45
0.012
＜0.004
＜0.004
＜0.004
＜0.004
＜0.004
＜0.006
＜0.006
＜0.006
＜0.006
7H12
MAb
0.28
100
0.35
＜0.04
＜0.04
＜0.04
＜0.04
＜0.04
＜0.04
＜0.04
＜0.04
＜0.04
6G8
 そこへ BSA等を加えると複合体を形成し，同時に膜上への sennosideの結合能を付与することになる。つま
り BSA等のタンパクを介して膜に sennosideが結合することになる。この時点で抗 sennoside A MAbを加え
抗原抗体反応を行い，パーオキシダーゼを標識した 2 次抗体を加え，最後に基質を添加することにより，
sennoside Aのみのスポットが発色する。同様に，抗 sennoside B MAbを用いると sennoside Bのみが染色
される。イースタンブロッティングを適用すると図２のように大黄切片中の sennosid A の分布を容易に見
ることが出来る。また，大黄やセンナの育種を目的としたフィールド（生産現場）においては，sennoside A
及び Bの簡便な分析方法が必要になるので，イムノクロマトグラフ法を利用した分析キットを開発した（図
３）。本分析キットはセルフメディケーション（例えば，尿中に排泄される非吸収生薬成分を分析すること
で，生体内での代謝・取り込みを予測し，安全な服用をサポートする。）への応用も可能である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 大黄切片中の sennoside Aの免疫染色          図３ Sennoside A及び B分析キット 
MAb はハイブリドーマ細胞を血清添加培地で培養することにより生産するために必ずしも経済的とは言
い難い。そこで scFv 遺伝子を作製し大腸菌の発現ベクターへ組み込み scFv タンパクの産生法を確立した。
抗 sennoside A scFv は元の MAbと同様な交差反応性を示し，定量感度もほぼ同一であり，簡便，迅速な手
法の開発に成功した。本遺伝子はミサイルタイプ分子育種法へ応用し、scFv 遺伝子をセンナ培養植物へ導
入して、sennoside A含量を数倍まで上昇させることに成功している。 
 
（２）新イースタンブロッティングの開発  
 イースタンブロッティングは sennoside類や ginsenoside類、glycyrrhizin 等の定性分析には威力を発
揮したが，定量的な分析には応用出来なかった。そこで定性・定量分析を可能とする手法を検討し，PVDF
膜の替わりにポリエーテルスルホン (PES) 膜を用いることにより配糖体類を直接膜上で展開・分離を行い、
ブロッティングすることなく上記同様発色し，さらに NIH Imageシステムにより定量を可能とし，新イース
タンブロッティングと命名した。 
 
今後の展望  
近年、慢性病や生活習慣病の患者が増加する中で、漢方薬の需要が増加の途にある。また、医学教育に漢
方医学が平成 14 年からコアカリキュラムに組み込まれ、臨床医療に漢方を取り入れる医師が急増すること
は自明である。このような状況の中で、漢方薬の効き目を担保するのは配合される生薬の品質にかかってい
る。このため生薬、漢方薬の品質評価方法が重要なパートになっている。今後は MAbを機軸とした創薬・育
薬研究を遂行したいと念じている。 
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